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Abstract：Generation of neurons in the mammalian central nervous system (CNS) is believed to end 
by early postnatal life. However, neurogenesis has been demonstrated in different regions of both the 
developing and mature CNS. In such areas, neural stem cells and progenitor cells have been isolated 
using trophic factors. When the cells are cultured in a chemically defined, serum-free medium with 
epidermal growth factor (EGF) or basic fibroblast growth factor (FGF-2), they proliferate as cellular 
clusters floating in the medium (‘neurospheres’). In vitro, clonal analyses indicate that such cells 
can individually generate neurons, astrocytes and oligodendrocytes. Cells from expanded neurosphere 
cultures are grafted into valious regions of CNS, including hypothalamus, hippocampus, medulla 
oblongata and subventricular zone. FGF-2 and EGF-responsive cells differentitate predominantly give 
rise to glial cells. Some of FGF-2-responsive cells transplanted into neurogenic regions of mouse brain 
differentiate into region-specific neurons. The characters and relative advantages of these cells for cell 
replacement therapy are discussed.
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総 説
Ⅰ．はじめに
　近年，幹細胞（stem cells）が次々と発見され，これら
の細胞の性質を治療に応用した再生医療が発展した。胚
性幹細胞 ES細胞（embryonic stem cell）は，生体のあら
ゆる細胞に分化が可能であり，その中心的な役割を果た
すと期待されている1）。しかし，ヒトの ES細胞を利用
する場合，受精卵を使用するため倫理的な問題があり，
また，移植による拒絶反応など解決しなければならない
問題も多い。一方，ES細胞以外にも体性幹細胞と呼ば
れる幹細胞が報告され，造血幹細胞，間葉系幹細胞，神
経幹細胞および肝幹細胞などが同定されている。これら
の細胞は，成体においても存在し，自家移植が可能であ
る。これらの体性幹細胞は ES細胞ほどの全能性はない
と言われてきたが，体性幹細胞は他の種類の幹細胞に分
化転換が可能であり，一部の体性幹細胞は ES細胞に匹
敵する万能性を持つことも報告されている2）。これらの
体性幹細胞を再生医療に利用する研究がさかんに行われ
ている。
　中枢神経系では，出生前にほぼすべてのニューロンが
分裂を終了する。しかし，海馬の歯状回や側脳室周辺に
神経幹細胞が存在し3），ニューロンやグリア細胞など複
数の神経細胞に生涯にわたって増殖および分化を続けて
いることが判明した。この細胞の性質を把握し，再生治
療に応用することにより，中枢神経疾患の治療が可能と
なりつつある。従来より，一度損傷を受けた神経はその
再生が困難であると考えられており，そのため脊髄損傷
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に代表される中枢神経系の疾患の根本的治療は不可能と
考えられてきた。しかし，神経幹細胞が発見されると従
来の常識が覆され，難病とされてきた神経疾患の治療に
光明が当たることになった。神経幹細胞は成人であって
も分裂を続けることから，この細胞を患者自身から採取
し，培養して大量に増殖させてから患部に移植を行う方
法，あるいは遺伝子導入や培養条件を変えて目的の神経
細胞に分化させてから移植する方法によって，中枢機能
の回復が可能になりつつある。また，神経幹細胞をあら
かじめ採取後冷凍保存を行い，疾患にそなえて長期保存
することも可能であり，さらに，ES細胞の持つ倫理的
問題や拒絶反応の問題も解決できることから，将来再生
医療の中核になると考えられている。歯科分野において
は，脳性まひや脳梗塞により中枢神経が損傷した場合，
咀嚼をはじめとする摂食困難および感覚異常など口腔領
域の問題解決に再生医療が応用される可能性が高い。
Ⅱ．神経幹細胞の特徴
　幹細胞の定義は，１）幹細胞が分裂して幹細胞を作
ることができる（自己複製能），２）複数の異なる細胞
に分化できる（多分化能），の２点である。神経幹細
胞は，それ自身が自己増殖し，また神経活動の本体で
あるニューロン，およびニューロンの活動をサポート
するオリゴデンドロサイトやアストロサイトのような
グリア細胞に分化することが可能である。側脳室下帯
subventricular zone （SVZ）や海馬の歯状回 dentate gyrus
には出生後も増殖を続ける神経幹細胞が存在する（図
１）。
ⅰ）側脳室下帯（SVZ）
　脳内に広く分布している側脳室の周辺には，出生後
も増殖する神経幹細胞があることが知られており，１
日に数万個の分裂がみられる。この細胞はグリア前駆
細胞に分化し，白質，新皮質および線条体に移動し，オ
リゴデンドロサイトやアストロサイトに分化する。ま
た，ニューロンの前駆細胞に分化して，rostral migratory 
stream（RSM）をおよそ２～４週間かけて移動し，嗅
脳に達しニューロンに分化している4, 5）。動物実験では，
神経幹細胞の培養はこの部位を採取して行う事が多い。
ヒトにおいても同部位に神経幹細胞の存在が確認されて
おり，採取法の検討が行われている。
ⅱ）歯状回 dentate gyrus
　海馬は，記憶や空間の認識などに関与しており，中枢
神経内において最も研究が進んでいる部位のうちの一つ
である。海馬の歯状回の顆粒層において神経幹細胞が発
見され，一日に数千個の細胞が生後も分裂し続けている
ことが判明すると，これを長く維持する環境条件が検討
されてきた。Kempermannらは，マウスを，通常よりも
広いケージで飼育し，その中に，トンネルなどの玩具を
置き豊かな環境（environmentally enriched condition）にす
ると歯状回の神経幹細胞のニューロンへの分化やその生
存率が高くなることを示し，歯状回の神経幹細胞の分裂
や維持に関係する環境因子を始めて同定した点で注目を
集めている6）。さらに，マウスをランニングホイールに
入れて自発的に運動をさせると歯状回の神経幹細胞が増
殖することが判明した7）。これらの研究結果は，歯状回
の神経幹細胞を生涯維持するには，豊かで適度な刺激の
ある環境で，適度な運動を行うことが必要であることを
示唆している。一方，歯科的には，高齢者における歯の
喪失はアルツハイマー型痴呆の誘発因子に挙げられてお
り8），また，咀嚼が海馬の神経活動に影響している可能
性が示唆されてきた 9-12）。そこで，咀嚼と歯状回の神経
幹細胞の関係を調べるために以下の研究を行った。生後
４週と12週齢マウスをそれぞれ，１）固形食投与群（通
常の飼育用固形食を与えたもの），２）粉末食投与群（固
形食を細かく砕き粉末状にしたもの）に分け，10週間
飼育した。次に体重あたり50 μg/gの bromodeoxyuridine
（BrdU）を１日１回12日間，腹腔に投与した。投与後，
それぞれの条件でさらに５週間飼育した後，灌流固定を
行い，脳切片を作成した。各スライスの中の BrdU陽性
細胞をカウントし，歯状回あたりの全 BrdU陽性細胞数
を算出し，各群の差を比較した。生後12週齢マウスにお
いては，４週齢マウスに比べ，全体的な BrdU陽性細胞
が低下したが，両週齢において固形食投与群に比べ粉末
食投与群の方が有意に BrdU陽性細胞の減少がみられた
（図２）。次に，歯状回の神経幹細胞が栄養分や体重の違
いで変動するか調べるために，生後４週齢マウスに主に
高カロリー食（玄米）の固形及びその粉末を与えて比較
した。高カロリー食を与えると体重が増加したが，粉末
食投与群では，同様に歯状回の神経幹細胞数が低下した
ことから，この現象は体重の変動や栄養状態の影響を受
けないことが判明した（図３）。さらに，臼歯部抜歯に
よって，ニューロンへの分化率が低下し13），以上の結果
は，歯を生涯維持し，よく噛んで食べることは海馬歯状
回の神経幹細胞を維持するために重要な因子であること
を示唆した。
図１　マウス側脳室下帯 subventricular zone（SVZ，左
図）と海馬の歯状回 dentate gyrus（DG，右図）
にみられた神経幹細胞。分裂した細胞の核を
bromodeoxyuridine（BrdU）の抗体で免疫染色した。
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Ⅲ．神経幹細胞の培養とその性質
　胎生16日目のマウスの線条体から細胞を採取し，成
長因子として epidermal growth factor（EGF）や basic 
fibroblast growth factor（FGF-2）の入った神経培養液
で１週間培養すると細胞は分裂して球状の浮遊細胞
塊（neurosphere）を形成する14, 15）（図４）。さらに，
neurosphereをピペットで数回，吸引および排出を繰り
返すと単一細胞になり，再培養すると neurosphereを再
形成し，継代培養が可能である。細胞のほとんどが幹
細胞のマーカーであるネスチンに陽性を示すことから，
生じた細胞が神経幹細胞であることが判明している。
neurosphereは，成長因子を除いた神経培養液や，培養
液に血清をわずかでも加えると，底面に付着し分化を始
める。分化した細胞はニューロン，アストロサイトおよ
びオリゴデンドロサイトの抗体で染色され，複数の種類
の細胞に分化したことが判明した（図５）。
Ⅳ．神経幹細胞の移植による再生医療
　神経幹細胞を用いて，ニューロンを再生するための
様々な移植研究が行われている16）。また，多発性硬化症
などのミエリン疾患，脳性麻痺，異痛症および統合失調
症はグリア細胞に分化を誘導することが有効と考えられ
ている17）。さらに神経幹細胞の移植研究は，まだその機
能がよくわかっていない中枢神経核に神経幹細胞を移植
することにより，移植された未分化な幹細胞が環境因子
の影響を受けて分化後，相互的にネットワークを形成し，
機能を発現する過程を観察することで，目的の神経核の
性質を調べることも可能である。
　移植細胞が目的の部位で目的の神経細胞へ分化誘導す
るための検討事項を以下に述べる。
ⅰ）移植細胞
　神経幹細胞は脳内の様々な部分からの採取および培養
が可能である。神経幹細胞を多く含む胎仔の海馬歯状回
や側脳室下帯から採取すると効率よく培養できる。成熟
マウスからの採取も可能であり，培養した神経幹細胞を
同一固体に移植すれば，拒絶反応の問題が解決され，今
後の再生医療に有用と考えられている。近年，神経幹細
胞の分化がみられない脊髄中にも幹細胞に分化できる細
胞が存在することが判明した18）。さらに神経幹細胞の他
にも骨髄幹細胞，間葉系幹細胞および ES細胞などが神
経細胞に分化することが判明しており，移植幹細胞の選
択肢が増えつつある。最近，乳歯歯髄の中に分化能力が
高い間葉系幹細胞が発見された19）。この幹細胞は特に神
経系の細胞に分化しやすい。脱落した乳歯の歯髄から幹
細胞を採取して冷凍保存し，将来の疾患の治療に使用す
るという時代が到来するかもしれない。
ⅱ）環境因子
　移植された神経幹細胞はその環境の影響を大きく受
ける。移植した幹細胞を取り巻く環境をニッチという。
移植部位によりニッチが異なるため分化動態が大きく
図２　咀嚼がマウス海馬歯状回の神経幹細胞に与える影
響（１）
粉末飼料投与群では固形飼料投与群に比べて，神
経幹細胞数の有意な低下が見られた。12週齢で
は，神経幹細胞数が全体的に低下したが，粉末
飼料投与群では週齢に影響なく低下がみられた
（＊＊：ｐ＜0.01，＊：ｐ＜0.05）。
図３　咀嚼がマウス海馬歯状回の神経幹細胞に与える影
響（２）
粉末飼料投与群では固形飼料投与群に比べて，神
経幹細胞数の有意な低下が見られた。粉末食投与
群では高カロリー食や体重の増加に関係なく神経
幹細胞数の低下がみられた（＊＊：ｐ＜0.01，＊：
ｐ＜0.05）。
202 四国歯誌　第20巻第２号　2008 神経幹細胞の性質と移植後の分化動態について（三留） 203
異なってくる。EGF反応性神経幹細胞は in vitroでは
ニューロンに分化する率が高い一方，移植実験では，ほ
とんどの部位で環境因子の影響を受けてアストロサイト
やオリゴデンドロサイトのようなグリア細胞に分化する
（図６，上段）。FGF-2 で培養した神経幹細胞の多くも移
植後，グリア細胞に分化するが，海馬歯状回や側脳室か
ら嗅脳に移動した移植神経幹細胞はニューロンへの分化
率が高い（図６，下段）。
　以下に，再生医療が期待されている中枢神経核の性質
を示し，神経幹細胞移植の可能性を示す。
Ⅴ．視床下部の再生
　地球上の生物にとって，毎日変化する明期と暗期の
時間的変化へ適応することが，その種を維持するための
重要な要素となっている。そのため，ほとんどの生物は
内因性の生体時計を所有し，昼と夜の変化に適応してい
る。この時計によって出現する表現型をサーカディアン
リズムという。ほ乳類では，睡眠覚醒，ホルモン変動，
体温変動などにサーカディアンリズムがみられるが，こ
れらのリズムの発現中枢は視床下部に存在する視交差上
核 suprachiasmatic nucleus（SCN）にある。近年，振動機
構の発振メカニズムが次第に明らかになり，発現遺伝子
や神経伝達物質に日内リズムが観察され20），現在最も注
目されている研究分野の一つとなっている。この体内時
計は外界の光に反応することで明暗周期に同調（entrain）
している。ヒトにおいても，SCNの存在が証明されて
おり，腫瘍などで，SCNが機能しなくなると，睡眠・
覚醒のリズムが消失することが判明している。
　室傍核 paraventricular nucleus（PVN）は，ストレス負
荷時に corticotropin-releasing hormone（CRH）分泌ニュー
ロンが下垂体の ACTHの分泌を促し，これが副腎皮質
ホルモンを分泌し，ストレス反応の中心的な役割をはた
している（視床下部－下垂体－副腎皮質系）。PVNには，
他に，バソプレッシン，nitric oxide（NO）産生ニュー
ロンなどが存在している21）。また，延髄孤束核からノル
アドレナリンや neuropeptide Y（NPY）の入力を受け，
図４　培養により増殖し，浮遊細胞塊（neuroshpere）を
形成した EGF反応性神経幹細胞
左：光学顕微鏡，右：電子顕微鏡（SEM）画像
図５　血清を加え in vitroで分化させた神経幹細胞
矢印で示す部分はニューロンのマーカーである
β-tublinの抗体で免疫染色した。その他の細胞は
アストロサイトのマーカーである glial fibrillary 
acidic protein（GFAP）の抗体で免疫染色され，複
数の細胞に分化していた。
図６　脳内に移植した神経幹細胞
移植した細胞を区別するため green fluorescent 
proteinマウス（GFPマウス）より採取した神経
幹細胞を使用した。EGF反応性神経幹細胞を海
馬歯状回に移植すると，ニューロンに分化しや
すい環境であるにも関わらず，ほとんどがアスト
ロサイトに分化した（上図）。一方，FGF-2 反応
性神経幹細胞を側脳室に移植すると，移植細胞は
rostral migratory stream（RSM）を通り嗅脳に到達
してニューロンに分化した（下図）。
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CRH分泌ニューロンに作用して，ストレス反応や制限
給餌における末梢の副腎皮質ホルモンの日内変動に関与
している22）。視床下部には他にも食欲，体温，および性
行動に関与して生命を維持するための神経核が集中して
いる。そのため，これらの神経核に異常が生じると生命
活動を維持できないような重要な問題が生じる。視床下
部における神経幹細胞移植の意義は，これらの神経核に
問題が起こった場合，移植により機能が再生できるか検
討することにある。神経核破壊モデルや特定の遺伝子の
ノックアウトモデルに神経幹細胞を移植し，その機能再
生を観察することが検討されている。
　新生および成熟マウスの視床下部に神経幹細胞を移植
すると移植細胞がすべて消失し，視床下部における移植
細胞の生着・分化は困難であった。このことは，視床下
部では，移植神経幹細胞が生存しにくい環境であること
を示している。しかし，EGFおよび FGF-2 反応性神経
幹細胞を胎生15日目のマウスの脳室に移植し，出生２週
間から４週間後の視床下部を観察したところ SCNおよ
び PVNに移植細胞が観察された（図７）。これらの細胞
はアストロサイトの抗体に陽性を示した。今後，ニュー
ロンに分化させるための条件設定が必要と思われる。
Ⅵ．孤束核の再生
　延髄孤束核 nucleus of the solitary tract（NST）は延髄の
背側に位置し，心臓，肺，胃腸および口腔からの情報が
迷走神経，舌咽神経および顔面神経を通して入力してい
る。これらの信号は NSTで処理された後出力し，これ
らの臓器の調節に関与しているが，入力された情報の一
部は上位中枢である視床や視床下部に伝達される。NST
に存在するニューロンは多様であり，ノルアドレナリン
などのカテコールアミン，サブスタンス P，NPY，コレ
シストキニン，ガラニン，カルシトニン，ソマトスタチ
ン，バソプレッシン，オキシトシンなどのペプチドおよ
び GABA，グルタメート，アセチルコリンを分泌する
細胞が複雑なネットワークを構成している23）。NST中の
ニューロンは生涯にわたって軸索や神経突起を延ばし可
塑性を有することが知られている24, 25）。最近，NSTを含
む背側迷走神経複合体 dorsal vagal complex（DVC）の細
胞中に生後も分裂する神経幹細胞の存在が示唆され，こ
の部位より採取された細胞を培養すると neurosphereが
形成されることが判明し，NST中には海馬歯状回や側
脳室下帯と同様な性質を有している神経幹細胞が存在
することが判明した26-28）。新生マウスの小脳延髄槽に神
経幹細胞を移植すると，小脳，三叉神経核，三叉神経脊
髄路核および NSTに細胞が観察された。生着した細胞
のほとんどはグリア細胞に分化していたが，NSTに生
着した細胞は，ニューロンに分化することが判明し，成
熟マウスに移植した実験でも同様の結果が得られた。移
植後，グリア細胞に分化することが多い EGF反応性幹
細胞を移植しても，細胞のほとんどがニューロンのマー
カーである NeuNに陽性を示した（図８）。以上の結果
より，NSTには神経幹細胞が生涯分裂し，ニューロン
に分化する環境因子が存在することが示唆された。
Ⅶ．白質の再生
　白質は，ニューロンの神経線維が集まり，それぞれ
の神経線維の周りをミエリン鞘が取り巻いている部分で
ある。ミエリン鞘はオリゴデンドロサイトにより形成さ
れ，ニューロンの神経伝達を円滑にしている。正常なミ
エリン鞘が形成されないと，神経伝達に問題が生じ，知
能障害，運動障害及び，てんかんなどが起こる。ミエリ
ン鞘の異常による疾患として多発性硬化症やヘルトビッ
ヒ・メルツバッハ病などがある。動物疾患モデルとして
は，シバーミュータントマウス（シバーマウス）がある。
このマウスは，オリゴデンドロサイトに先天異常があ
図７　視床下部に移植した FGF-2 反応性神経幹細胞
左側の SCN（点線の円内）に移植細胞がみられ
たが（矢印），アストロサイトに分化していた。
PVNにも移植細胞がみられたが，同様の結果で
あった。OC：Optic Chiasm
図８　延髄孤束核（NST）に生着した EGF反応性神経
幹細胞（左図）
ニューロンのマーカーである NeuNの抗体で免疫
染色され（右図 :矢印），ニューロンに分化して
いた。AP：Area Postrema
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り，ミエリン形成に関与する myelin basic protein（MBP）
を産生できない。そのため，ミエリン形成不全となり
肉眼所見では，本来，不透明な白質部が透明に観察され
る。外部所見として歩行困難，震え及び，てんかん様発
作を特徴とし，正常のマウスより寿命が短い。EGF反
応性神経幹細胞を移植すると，選択的に脳梁などの白
質に生着し，オリゴデンドロサイトに分化した（図９）。
そこで，ミエリン疾患モデルマウスとしてシバーマウス
へ EGF反応性神経幹細胞の移植を試みた。生後１日目
のシバーマウスに EGF反応性神経幹細胞を移植し，２ヵ
月後の脳内を観察すると，疾患部である白質に特異的に
細胞の生着が観察された。また，MBPの抗体で染色す
ると本来このマウスが産生できないMBPを産生してお
り（図10），以上のことから移植した神経幹細胞が正常
なミエリンを形成し，白質を再生していることが判明し
た29）。脳内の複数の部位に細胞を移植し，それぞれの部
位で白質が再生されたが，シバーマウスの痙攣発作や歩
行障害は改善しなかった。このことから，症状の改善の
ために，移植法などのさらなる検討が必要と思われた。
Ⅷ．終わりに
　近年，幹細胞を使用した再生医療の進歩はめざまし
いものがあり，医療現場において，多くの疾患の治療に
この方法が用いられるようになった。歯科医療における
再生医療の中心は，ES細胞や間葉系幹細胞を用いた歯
や骨および歯周組織の再生であり，盛んに研究が行われ
ている。しかし，口腔の機能は中枢神経と深い関わりを
持っているにもかかわらず，これに関係する疾患の治療
は，対象療法が中心であり，再生医療を用いた根本的治
療に対する研究はほとんど行われていないのが現状であ
る。中枢神経の研究は脳神経科学の分野であり，医科の
専門家による研究を待つという意見もあるが，医科にお
ける中枢神経の再生の試みは，アルツハイマー病，パー
キンソン病および脊髄損傷などの治療に集中し，脳性麻
痺や脳梗塞による摂食困難に関する再生医療の研究はほ
とんど行われていない。これらの研究は口腔の機能を熟
知している歯科医の仕事であり，歯科医療分野における
再生医療として，幹細胞を使用した中枢神経の再生研究
の重要性を提示したい。また，これらの研究が医科と歯
科の臨床研究の橋渡しとなることを願っている。
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